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Durante o processo de divisão celular os tripanossomatídeos e alguns 
microrganismos do reino Fungi mantém o núcleo intacto em um processo 
denominado de mitose fechada. Além disso, os tripanossomatídeos não 
apresentam condensação da cromatina e ocorre um alongamento do núcleo para 
acomodar os cromossomos já replicados. Em leveduras e metazoários, a 
manutenção das cromátides irmãs juntas durante a divisão celular até a sua 
separação na transição metáfase e anáfase é realizada pelo complexo coesina. 
Análise dos genomas de tripanossomatídeos mostrou que genes do complexo 
coesina e de proteínas centrinas estão presentes e são conservados. Para 
investigar a função da subunidade TcSCC1 do complexo coesina e das cinco 
proteínas centrinas preditas em T. cruzi, o agente etiológico da doença de 
Chagas, foram feitas clonagens dos genes TcSCC1 e TcCEN1 a 5. Para a análise 
de citolocalização dessas proteínas no parasita, os genes TcSCC1, TcCEN2, 4 e 
5 foram subclonados no vetor de expressão transiente pRTEGFP que contém o 
promotor ribossomal, a região 5’UTR do gene para a amastina, o gene para a 
proteína fluorescente verde (EGFP) e a região 3’UTR do gene TCR27. A 
subclonagem foi realizada de modo que as proteínas de estudo foram expressas 
como fusão no N-terminal da EGFP. Esses plasmídeos foram utilizados em 
transfecção transiente e a expressão da EGFP com e sem as fusões proteicas 
foram visualizadas por microscopia de fluorescência. As centrinas 2, 4 e 5 e a 
subunidade TcSCC1 da coesina fusionadas com EGFP apresentaram uma 
localização predominantemente nuclear, embora não exclusivo, quando 
comparado com a EGFP sem fusão. Para verificar se as proteínas estudadas são 
expressas em T. cruzi foram realizadas análises de PCR quantitativa nas suas 
três formas de vida: amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas. Verificamos 
que todos os genes são expressos na forma de mRNA. As centrinas 2 e 5 
apresentaram a maior expressão relativa nas três formas enquanto que as 
centrinas 1 e 3 apresentaram expressão equivalente à GAPDH em amastigotas e 
epimastigotas, mas em tripomastigotas uma expressão maior. A centrina 4 
apresentou uma expressão relativa muito menor que a GAPDH e às outras 
centrinas nas três formas do parasita. Deste modo, concluímos que as cinco 
centrinas e a subunidade SCC1 são expressas em T. cruzi com uma possível 
localização nuclear. 





During cell division the trypanosomatids and some fungi microorganisms 
keeps the nucleus intact in a so-called closed mitosis. Furthermore, the 
trypanosomes do not show chromatin condensation and it occurs nucleus 
elongation to accommodate the replicated chromosomes. In yeast and metazoan, 
maintenance of sister chromatids together during cell division until their separation 
in metaphase and anaphase transition is performed by cohesin complex. Analysis 
of trypanosomatid genomes showed that genes for the cohesin complex and for 
centrin proteins are present and conserved. To investigate the function of TcSCC1 
subunit of cohesin complex and the five predicted centrin proteins in T. cruzi, the 
causative agent of Chagas disease, cloning of the TcSCC1 gene and all five 
TcCEN genes was performed. For cytolocalization analysis of these proteins in the 
parasite, TcSCC1 and TcCEN2, 4 and 5 genes were subcloned into the transient 
expression vector pRTEGFP that contains the ribosomal promoter, the 5'UTR 
region of the amastin gene, the gene for green fluorescent protein (EGFP) and the 
3'UTR region of the TCR27 gene. Subcloning was performed so that the proteins 
were expressed as fusion proteins at the N-terminus of EGFP. These plasmids 
were used in transient transfection and expression of EGFP with and without the 
protein fusions were visualized by fluorescence microscopy. The centrins 2, 4 and 
5 and TcSCC1 cohesin subunit fused to EGFP showed a predominantly nuclear 
localization, although not unique, when compared to EGFP without fusion. To 
verify that the studied proteins are expressed in T. cruzi quantitative PCR analysis 
was performed in its three forms of life: amastigotes, epimastigotes and 
trypomastigotes. We found that all genes are expressed as mRNA. The centrins 2 
and 5 had the highest relative expression in three forms while centrins 1 and 3 had 
equivalent expression to GAPDH in amastigotes and epimastigotes, but higher 
expression in trypomastigotes. The centrin 4 showed a much smaller relative 
expression to GAPDH and the other centrins in the three forms of the parasite. 
Thus, we conclude that the five centrins and the SCC1 subunit are expressed in T. 
cruzi with a possible nuclear localization. 





1.1 A doença de Chagas 
 
A doença de Chagas ou Tripanossomíase Americana possui como agente 
etiológico o Trypanosoma cruzi, um protozoário flagelado pertencente à ordem 
Kinetoplastida, família Trypanosomatidae. Essa doença foi descrita pelo médico 
sanitarista Carlos Chagas em 1909 (CHAGAS, 1909). É uma doença parasitária, 
sistêmica e crônica. O fator de risco da doença está fortemente ligado a situações 
socioeconômicas, considerada uma doença tropical negligenciada. É endêmica 
em 21 países nas Américas (Figura 1), embora as migrações de pessoas 
infectadas possam transportar a doença para países não endêmicos da América e 
do mundo (Figura 2).  
 
 
Figura 1. Mapa da distribuição da doença de chagas, segundo a organização mundial da 




Figura 2. Estimativa global dos casos de doença de Chagas, com base em estimativas oficiais da 
Organização Mundial da Saúde (2005–2013). 
O parasita T. cruzi é transmitido para o homem principalmente pelas fezes 
infectadas do triatomíneo hematófago, conhecido como "barbeiro". T. cruzi pode 
infectar várias espécies de triatomíneos, a maioria das quais são encontrados nas 
Américas. Uma pessoa fica exposta ao parasito quando o inseto infectado 
deposita suas fezes na pele do hospedeiro humano durante a noite. O indivíduo, 
ao coçar a pele, provoca escoriações que facilitam a entrada do parasito. 
Outras formas de transmissão são transfusão de sangue, congênita e 
transplante de órgãos. Com uma incidência anual de 28.000 casos na região das 
Américas, a doença de Chagas afeta cerca de 6 a 8 milhões de pessoas no 
mundo e provoca, em média, cerca de 12.000 mortes por ano. Embora a 
mortalidade tenha diminuído significativamente, a doença pode causar 
consequências irreversíveis em órgãos como o coração, sistema digestivo e 
sistema nervoso. Estima-se que 65 milhões de pessoas nas Américas vivam em 
áreas de exposição e estão em risco de contrair essa doença (OMS, 2016). 
Nattha-Larrie (1921) comprovou a possibilidade da transmissão oral, 
infectando pequenos animais com sangue contendo tripomastigotas. Storino e 
Jorg (1994) mostraram experimentalmente a infecção de pequenos mamíferos por 
ingestão de moscas e baratas que estiveram em contato com fezes de 
triatomíneos contaminados. 
Existem 112 espécies de insetos vetores para a doença de Chagas. Esses 
insetos estão presentes no continente americano, sendo que 12 dessas espécies 
recebem uma atenção especial devido a sua capacidade de invadirem e 
3 
 
procriarem dentro das moradias humanas. O Triatoma infestans é uma espécie de 
inseto da família Reduviidae, ocorrendo na Argentina, Bolívia, Brasil, Chile, 
Paraguai, Peru e Uruguai, espécie situada mais ao sul do continente, Rhodnius 
prolixus situado na América central (SILVEIRA, 2000)  
 
Figura 3 Triatoma infestans conhecido como barbeiro é uma espécie de inseto da família 
Reduviidae. Endêmico em regiões como Brasil, Bolívia, Peru, Chile, Argentina, Paraguai e 
Uruguai. T. infestans um dos vetores mais importante, pois tem uma ampla distribuição e é quase 
que exclusivamente intradomiciliar. No ambiente silvestre (somente na Bolívia) é encontrado em 
montes de pedras associado a ninhos de roedores. Após a implantação do Programa de Controle 
da Doença de Chagas no Brasil, foi praticamente eliminado do país. 
http://www.cpqrr.fiocruz.br/laboratorios/lab_triato/TriatoInfestans.html 
 
A doença de Chagas apresenta-se em duas fases. A fase inicial aguda tem 
a duração de cerca de dois meses após a infecção. Durante a fase aguda, um 
grande número de parasitas circula no sangue, mas na maioria dos casos, os 
sintomas estão ausentes ou leves. Em menos de 50% das pessoas picadas por 
um inseto triatomíneo, os primeiros sinais visíveis característicos podem ser uma 
lesão de pele ou um inchaço arroxeado das pálpebras. Além disso, eles podem 
apresentar febre, dor de cabeça, gânglios linfáticos aumentados, palidez, dor 
muscular, dificuldade em respirar, inchaço e dor abdominal ou torácica. Na fase 
crônica, os parasitas estão escondidos principalmente no coração e músculos. 
Até 30% dos pacientes sofrem de distúrbios cardíacos e até 10% sofrem de 
distúrbios digestivos (tipicamente alargamento do esófago ou do cólon), ou 
alterações mistas. Nos anos posteriores, a infecção pode levar à morte súbita ou 
insuficiência cardíaca causada por destruição progressiva do músculo cardíaco e 
seu sistema nervoso (OMS, 2016). 
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1.2 Ciclo de vida do T. cruzi 
 
T. cruzi tem um ciclo de vida complexo com características que dependem 
do ambiente em que o parasito se encontra. O ciclo biológico do T. cruzi é 
heteroxênico, ou seja, ele possui hospedeiro definitivo e intermediário 
possibilitando que o parasito passe por uma fase de multiplicação intracelular no 
hospedeiro vertebrado e extracelular no vetor.  
Na forma vetorial da transmissão, tripomastigotas metacíclicos do 
protozoário são liberadas junto às excretas dos triatomíneos através da pele 
lesada ou das mucosas do ser humano, durante ou logo após o repasto 
sanguíneo. Esse meio de transmissão ocorre exclusivamente no continente 
americano, e em outros continentes o modo de transmissão é por transfusão 
sanguínea e horizontal (OMS, 2016). 
Os tripomastigotas circulantes alcançam a corrente sanguínea e podem 
parasitar outras células de qualquer tecido ou órgão para cumprir novo ciclo 
celular. Dentro dos vetores, a forma tripomastigota migra e, em seu intestino, 
converte-se em epimastigota. Esta multiplica-se por divisão binária e origina a 
tripomastigotas metacíclica na porção final do intestino do inseto (OMS, 2016). 
 
Figura 4 Ciclo biológico do T. cruzi no interior do inseto vetor e do mamífero 
(adaptado OMS, 2016). 
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1.3 Organização nuclear em T. cruzi 
A presença do núcleo em organismos caracteriza o domínio Eukarya. O 
núcleo compartimentaliza o material genético envolvido por uma membrana dupla 
chamada envelope nuclear. Em T. cruzi, a membrana nuclear permanece intacta 
durante todo o processo de divisão caracterizando uma mitose fechada 
(ALSFORD et al., 2012; SOLARI, 1995). 
O significado e função dessa organização aumentou com a compreensão 
da transcrição, replicação, reparo de DNA e processos de recombinação. O T. 
cruzi é um eucarioto que divergiu precocemente na árvore filogenética, apresenta 
eventos únicos e/ou reduzidos de replicação do DNA, transcrição e reparação, 
bem como processamento de RNA e transporte para o citoplasma (ELIAS; 
NARDELLI; SCHENKMAN, 2009).  
 
Figura 5 A progressão do ciclo celular e arquitetura nuclear de organismos que apresentam 
divisão nuclear fechada. Painel superior mostra o T. brucei em estágio em que se encontra na 
corrente sanguínea esquema mostrando o núcleo, com foco no complexo do poro nuclear(NPC) 
representado em verde. Tubos cinza representa proteína lâmina putativa NUP-1. E o 
posicionamento dos telômeros em vermelho em pequenos aglomerados na periferia nuclear. Um 
único nucléolo e um corpo local de expressão (ESB) são mostrados, ambos contendo 
subunidades RNA Pol I em azul, e no caso de o ESB, um VSG ativo e região telomérica 
associado. Observe a presença de NUP92 em T. brucei, um provável componente da cesta 
nuclear no NPC (cinza escuro). Painel inferior mostra o núcleo em uma mitose tardia, onde os 
telômeros está com a migração quase concluída a partir do meio do corpo nuclear para os polos 
opostos dos núcleos filhos (ALSFORD et al., 2012). 
 
A localização e alterações dos cromossomos no núcleo de T. cruzi estão 
de acordo com o ciclo celular. Os cromossomos estão distribuídos principalmente 
no interior do núcleo dos parasitas em formas não replicativas e em células em 
fase G1 do ciclo celular. Os sítios de replicação, que são sequências de DNA 
reconhecidas por complexos proteicos que estão envolvidos na replicação dos 
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cromossomos, aparecem no início da fase S na periferia nuclear. Portanto, estas 
alterações de posição indicam que os cromossomos de T. cruzi se movem 
durante o ciclo celular e replicam-se na periferia nuclear, tal como ilustrado na 
Figura 6. Vários resultados experimentais mostraram que os cromossomos de T. 
cruzi são distribuídos de forma diferente nas fases sequenciais do ciclo celular 
(ELIAS et al., 2002).  
 
Figura 6. Modelo de dinâmica de cromossomos durante o ciclo celular de T. cruzi. Na fase 
G1, cromossomas são encontrados dispersos no núcleo. Durante a fase de replicação do ciclo 
celular, os cromossomos ficam retidos na periferia nuclear (ELIAS et al., 2002). 
 
 
Por microscopia confocal de fluorescência, como ilustrado na figura 5, foi 
observado que a replicação do DNA em T. cruzi inclui o recrutamento sequencial 
de complexo proteico envolvido na pré-replicação e replicação. Esses complexos 
situam próximo da periferia nuclear ou distante dependendo do momento da 
divisão celular. No momento da replicação do DNA as dinâmica dos complexos 
proteicos envolvidos na pré-replicação TcOrc1/Cdc6 e replicação TcPCNA foram 
determinadas em dois padrões: periférico e disperso. Após a divisão, as células 
entram na fase G1 e TcOrc1/Cdc6 e TcPCNA estão dispersos por todo o espaço 
nuclear, excluindo a região do nucléolo (CALDERANO et al., 2011). As estruturas 
nucleares, apesar de não serem delimitadas por membranas, são 
compartimentalizadas, identificando-as como território cromossomal e 
intercromatina em células de mamíferos (CREMER et al., 2000). Os cromossomos 
são organizados nesses locais de forma que não se tornem emaranhados uns 
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com os outros e esta organização é conseguida, pelo menos em parte, pela 
ligação de domínios cromossomais a sítios específicos no envelope nuclear ou 
lâmina nuclear (ALBERTS et al., 2004; SPADILERO et al., 2002; PICCHI, 2006). 
 
Figura 7. Representação esquemática da dinâmica dos cromossomos, TcOrc/Cdc6 e 
TcPCNA no núcleo de T. cruzi durante o ciclo celular. Em azul cromossomos, em verde 
TcOrc/Cdc6 e em vermelho TcPCNA. TcOrc/Cdc6 permanece ligada ao DNA durante todo ciclo 
celular. No início de G1/S cromossomos, TcOrc/Cdc6 e TcPCNA encontram-se dispersos pelo 
núcleo. Cromossomos e TcOrc/Cdc6 migram para periferia nuclear enquanto TcPCNA permanece 
disperso. Ao entrar em S TcPCNA vai para periferia onde o DNA será duplicado. Nas demais 
fases G2, M (mitose) e C (citocinese) cromossomos, TcOrc/Cdc6 e TcPCNA estão dispersos pelo 
núcleo. (CALDERANO et al., 2011). 
 
1.4 Organização nuclear em eucariotos superiores 
 
O núcleo eucariótico é altamente organizado, apresentando a membrana 
nuclear que separa o meio nuclear do meio citoplasmático, como um 
compartimento termodinamicamente aberto. No meio nuclear ocorre o 
metabolismo dos ácidos nucleicos, e são compartimentos funcionais onde a 
maquinaria necessária para que estes processos ocorram se encontra. Desta 
forma estes processos podem ser realizados em regiões nucleares específicas 
durante determinada fase do ciclo celular (LAMOND; SPECTOR, 2003; MISTELI, 
2005). Da mesma maneira que os processos nucleares estão organizados, o DNA 
também se organiza neste espaço nuclear, primeiramente por meio da sua 
compactação exercida pelas histonas e outros complexos proteicos de 
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manutenção como a coesina e a condensina formando a cromatina e segundo 
pela distribuição não aleatória dos cromossomos, havendo territórios 
estabelecidos de localização dentro do núcleo (CREMER et al., 1982). 
1.5 O complexo coesina em leveduras e mamíferos  
 
Em eucariotos, antes do início da divisão celular ou mitose, cada 
cromossomo é replicado e consiste em duas cromátides idênticas. Essas 
cromátides-irmãs são mantidas unidas ao longo de seu comprimento por 
proteínas coesivas. Durante a mitose essas proteínas são clivadas e as 
cromátides-irmãs se separam e tornam-se cromossomos-filhos independentes, os 
quais são puxados para os polos opostos da célula pelo fuso mitótico. Um grande 
complexo de proteínas em forma de anel chamado coesina serve para manter 
juntas as duas cromátides irmãs (Figura ). O complexo coesina tem a função de 
orientar a correta adesão dos microtúbulos ao fuso mitótico, garantindo assim a 
exata segregação (NASMYTH; HAERING, 2005). Em Saccharomyces cerevisiae, 
o complexo é composto de quatro subunidades principais: Smc1, Smc3, Scc1 e 
Scc3 (HIRANO, 2002). A coesina é montada antes da replicação do DNA e está 
presente no centrômero e nos braços dos cromossomos onde depende de outras 
proteínas como as Scc2 e Scc4 que parecem auxiliar na montagem do complexo. 
Em T. cruzi, experimentos de detecção imunológica demonstraram a presença da 
subunidade Scc1 do complexo coesina em amastigotas (Ferreira, 2011). 
 
 
Figura 8. Modelo mostrando estrutura do complexo Coesina. As subunidades Smc1 
(vermelho) e Smc3 (azul) formam super-hélices paralelas, que se ligam através dos 
domínios de dobradiça. A extremidade C-terminal da Scc1 (verde) se liga ao domínio 
globular da Smc1 e a extremidade N-terminal se liga ao domínio globular da Smc3, 
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formando o anel. A subunidade Scc3 (amarelo) se liga à extremidade C-terminal da Scc1. Os 
sítios de clivagem pela separase estão indicados (adaptado de NASMYTH; HAERING, 2009). 
 
1.6 Proteína SCC1 em tripanossomatídeos 
 
Em Trypanosoma brucei a subunidade do complexo coesina TbSCC1 é 
expressa antes da síntese de DNA em G1, permanecendo no núcleo ao longo da 
fase S e G2 do ciclo celular e desaparecendo em anáfase. Silenciamento da 
TbSCC1 por RNAi ou expressão de uma proteína TbSCC1 não clivável resultou 
na ausência de segregação dos cromossomos. As células de T. brucei que 
progrediram para a citocinese ficaram defeituosa, prevalecendo células com mais 
de dois núcleo e células sem núcleo. Duplicação e segregação do cinetoplasto 
também foi afetada (GLUENZ et al., 2008).  
1.7 Proteínas SMCs 
 
Para identificar proteínas com uma função de organização cromossomal 
em tripanossomatídeos, os genomas de T. brucei (BERRIMAN et al., 2005) e 
Leishmania major (IVENS et al., 2005) foram consultados em bancos de dados e 
foram encontrados componentes do complexo SMC.  
SMCs são proteínas de manutenção estrutural dos cromossomos. As 
células eucarióticas têm pelo menos seis proteínas SMCs. Essas proteínas 
formam três heterodímeros diferentes (Figura) com funções especializadas. Um 
par de SMC1 e SMC3 constitui as subunidades principais dos complexos coesina 
envolvidos na coesão de cromátides irmãs e permitindo a correta segregação 
(MICHAELIS et al.,1997. GUACCI et al., 1998. LOSADA et al., 1998). Do mesmo 
modo, um par de SMC2 e SMC4 atua como núcleo dos complexos condensina 
implicados na condensação física dos cromossomos (HIRANO et al., 1997; ONO et 
al., 2003). Outro dímero composto por SMC5 e SMC6 forma um complexo com 
parte de sua função ainda desconhecida, tendo como uma de suas funções o 
reparo de DNA em vertebrados (FOUSTERI et al., 2000). Cada complexo contém 
um conjunto distinto de subunidades reguladoras não SMC. Alguns organismos 
têm variantes de proteínas SMC. Por exemplo, os mamíferos têm uma variante de 
SMC1 específica da meiose, conhecido como SMC1β. As leveduras 
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Schizosaccharomyces pombe têm uma SMC4 variante que tem uma função 
especializada junto com a Rad18, que é uma proteína essencial envolvido na 




Figura 9. Arquitetura das proteínas SMCs. O monômero das Smcs, quando dobrado, 
apresenta um domínio de dobradiça e um domínio globular, ou cabeça, conectados por 
uma longa super-hélice. Os dímeros das Smcs são formados por meio da associação das 
dobradiças e por por meio da interação dos domínios globulares de maneira dependente de 
ATP (adaptado de ONN et al., 2008). 
 
1.8 Proteínas centrinas  
 
Análises comparativas de sequências de várias centrinas mostraram que 
estas fazem parte da superfamília das proteínas “EF-Hand”. São proteínas com 
domínios de ligação ao cálcio e foram descobertas primeiramente nas raízes 
flagelares de Tetraselmis striata, um eucarioto autotrófico componente dos 
plânctons (SALISBURY et al.,1992). 
T. cruzi, Leishmania sp e Trypanosoma brucei são conhecidos como 
tritryps e tiveram seus genomas sequenciados (El-SAYED et al., 2005). Foram 
identificados no genoma desses três organismos cinco genes que codificam para 
cinco proteínas centrinas diferentes e com funções intracelulares variadas (Tabela 
1). As centrinas TbCentrin1 e TbCentrin2 foram reconhecidas por 20H5, um 
anticorpo monoclonal originalmente criado para reconhecer centrinas de 
Chlamydomonas reinhardtii (SALISBURY et al., 1988). Essas duas centrinas 
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estão presentes em organismos que possuem flagelos junto aos corpos basais, 
organelas necessárias para a locomoção celular que estão envolvidas na 
duplicação dessas organelas. A TbCentrin2, no entanto, está presente em uma 
estrutura bilobulada que é intimamente associada com o complexo Golgi. A 
duplicação da estrutura bilobulada e a duplicação do complexo de Golgi são 
altamente coordenadas durante o ciclo celular e a depleção do gene da 
TbCentrin2 por RNA interferência (iRNA) leva à inibição da duplicação do 
complexo de Golgi, sugerindo um papel importante dessa proteína nesses 
processos celulares. A depleção da TbCentrin2 também inibe a segregação do 
cinetoplasto (organela onde encontra-se DNA mitocondrial no qual os corpos 
basais estão ligados) e divisão celular. No entanto, não inibe a divisão nuclear, de 
modo que há grande acúmulo de células multinucleadas (HE et al., 2005).  
 








Localização subcelular em células da 
retina, interagindo com proteínas G. A 
deleção do gene da centrina1 interfere na 
fase acrossomal do espermatozoide, 
causando infertilidade em mamíferos. 
Envolvidas em segregação de organelas e 
citocinas em T. brucei. 
GIESSL, et al., 2004. 
GIESSL, et al., 2005. 
AVASTHI et al., 2013. 







Localizada nos poros da membrana nuclear 
desempenhando um papel na exportação 
mRNA, e associada com proteínas do 
centrossomo em células de mamíferos. 
Corpos basais em organismos flagelados. 
RESENDES et al., 2008. 
ROUT et al., 2000. 
FISCHER et al., 2004. 
SALISBURY et al, 1995.  






Envolvida na fase acrossomal de 
espermatozoides interagindo junto com a 
centrina 1. Centrina 3 em tripanossomas 
mantém a estabilidade de uma dineína 
situada nos flagelos dando motilidade 
celular em T. brucei. 
AVASTHI et al, 2013. 
YING et al., 2014 
T. brucei Centrina 4 
Processos celulares como divisão celular e 
nuclear. Interação com a Centrina 2 em 
estruturas bilobulada em T. brucei regula a 
duplicação do complexo de Golgi. 
JIE et al., 2008. 
SHI et al.,2008. 
T. cruzi Centrina 5 
Níveis de mRNA tem expressão maior que 
o endógeno GAPDH em todas as formas 





A centrina-4 foi caracterizada em T. brucei como coordenadora de 
processos celulares como a divisão celular e nuclear (JIE et al., 2008) e TbCEN3 
está envolvida com o processo de segregação de organelas e citocinese durante 
o ciclo celular (SELVAPANDIYAN et al., 2012). 
Além disso, centrinas são proteínas conservadas encontradas nos 
centrossomos, que é o principal centro organizador de microtúbulos das células 
animais, e no corpo basal, que é a terceira porção do flagelo que liga o flagelo à 
membrana plasmática. O corpo basal é composto de uma pequena haste central 
inserida em uma série de anéis (SALISBURY, 1996; CHAPMAN et al., 2000). As 
centrinas exercem o papel de chaves regulatórias para a correta duplicação e 
função dessas estruturas (BAUM et al., 1986; MIDDENDORP et al., 2000; 
SALISBURY, 2002; PAOLETTI et al., 2003) e são também necessárias para uma 
variedade de outros processos celulares, incluindo a reparação de DNA, 
exportação de mRNA e transdução de sinal (ARAKI et al, 2001;. WOLFRUM et 
al., 2002;. FISCHER et al., 2004). Um único gene da proteína centrina tem uma 
variedade de funções. Em organismos tais como Saccharomyces cerevisiae, 
múltiplos genes que codificam para a proteína centrina têm sido encontrados em 
muitos outros organismos, incluindo mamíferos. Análises bioquímicas estruturais 
sugerem diferentes propriedades para as isoformas das proteínas centrinas (HU e 
CHAZIN, 2003; SHEEHAN et al., 2006) e tem sido relatado que a localização 
intracelular e função destas proteínas são diversos (GIESSL et al.,2004; TROJAN 
et al., 2008; RUIZ et al., 2005; GOGENDEAU et al., 2008). 
Recentemente, análises proteômicas de frações nucleares de formas 
epimastigotas de T. cruzi mostraram a presença de proteínas centrinas (SANTOS 




O protozoário T. cruzi, assim como os demais tripanossomatídeos, 
apresenta algumas peculiaridades em sua estrutura celular e, principalmente, em 
seu processo de divisão quando comparado aos demais eucariotos. Estudar a 
divisão celular do T. cruzi, com ênfase no papel do complexo coesina e da 
proteína centrina, é um passo crucial para o entendimento da divisão celular 
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desse organismo que pode levar à descoberta de futuros alvos moleculares para 







2.1. Objetivo Geral 
 
Este trabalho tem como objetivo geral estudar o papel do complexo coesina 
e da proteína centrina no processo de divisão celular do T. cruzi. 
 
2.2. Objetivos Específicos 
 
 Citolocalizar a subunidade TcSCC1 do complexo coesina e das proteínas 
centrinas fusionadas com a proteína fluorescente verde (EGFP) por 
transfecção e microscopia na forma replicativa epimastigota.  
 Quantificar os níveis de mRNA que codificam as proteínas centrinas e a 
subunidade TcSCC1 da coesina por PCR em tempo real nas formas 





3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. Material 
Organismos e linhagens celulares utilizadas 
Linhagens Bacterianas 
A linhagem bacteriana E. coli utilizada para procedimentos de clonagem é 
descrita: DH5α (Invitrogen): F–Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 
hsdR17 (rK–, mK+) phoA supE44 λ– thi-1 gyrA96 relA1. 
Células HeLa 
As células de mamífero utilizadas como hospedeiras foram da linhagem 
HeLa, que são células humanas epiteliais, não imunes e aneuploides isoladas de 
adenocarcinoma de útero. Para as infecções foi utilizada a forma tripomastigota 
da cepa Y de Trypanosoma cruzi (SILVA; NUSSENZWEIG, 1953). 
Trypanosoma cruzi 
Em todo o desenvolvimento do trabalho, a cepa de T. cruzi CL Brener foi 
utulizada para as formas epimastigotas e a cepa Y pra as formas tripomastigota e 
amastigotas (SILVA; NUSSENZWEIG,1953). 
 
Meios de cultura: 
Cultivos de bactérias 
Meio LB (Luria-Broth) 
Peptona de caseína 1% (p/v); Extrato de levedura 0,5% (p/v); NaCl 1% (p/v). 
pH ajustado para 7,2 com NaOH. Adição de ágar bacteriológico ao LB a uma 
concentração final de 1,5% (p/v). Meio esterilizado em autoclave por 20 min a 
121ºC. 
Meio 2YT 
Triptona 1,6% (p/v); Extrato de levedura 1% (p/v); NaCl 0,5% (p/v). O pH era 
ajustado para 7,2 com NaOH. Meio esterilizado em autoclave por 20 min a 121ºC. 
Meio SOB 
Peptona de caseína 2% (p/v); Extrato de levedura 0,5% (p/v); NaCl 0,05%; KCl 
2,5 mM; MgCl2 10 mM. Todos os ingredientes menos o MgCl2 era dissolvido em 
água destilada e o pH era ajustado para 7,2 com NaOH. O meio era esterilizado 
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em autoclave por 20 min a 121ºC. Após resfriamento, era adicionado ao meio o 
MgCl2 (já em solução esterilizada por filtração). 
Meio SOC 
Adição de glicose (já em solução esterilizada por filtração) ao meio SOB a uma 
concentração final de 20 mM. 
Cultivos de T. cruzi 
Meio de cultura LIT 
NaCl 0,4%; KCL 0,4%; Na2HPO4 0,8%; Glicose 0,2%; Triptose 0,5 %; Infuso 
de fígado 0,5%; Hemina 0,0025 %; Soro Fetal Bovino 10%. O extrato de fígado 
era previamente dissolvido em água destilada, aquecido a 60ºC em placa 
aquecedora sob agitação durante 1 h e filtrado em papel Whatman número 1. O 
pH foi ajustado para 7,2 com HCl concentrado e o meio filtrado utilizando filtro 
Millipore 0,22μm. esterilização, o meio foi suplementado para uso com soro fetal 
bovino 10% (Gibco – BRL) e hemina a uma concentração final de 2 mg/mL e 
adicionado de ampicilina (100 μg/mL)/estreptomicina (30 μg/mL) esterilizados por 
filtração em filtro Millipore 0,22μm. 
Meio de cultura para células HeLa 
Meio DMEM (Gibco BRL #12100-046) 
13,4g; Piruvato de sódio 0,11 g; Bicarbonato de Sódio 3,7 g; Água destilada 
q.s.p. 900 mL; pH 7,2. O meio foi esterilizado por filtração e distribuído 
assepticamente em garrafas previamente esterilizadas. Para uso o meio DMEM 
foi suplementado com soro fetal bovino 10% e adicionado de solução ampicilina 
(100 μg/mL)/estreptomicina (30 μg/mL). 
 
Solução e tampões 
Verseno (EDTA) 
EDTA (pH 7,0) 2 mM; PBS 1X. A esterilização foi realizada em autoclave 
por 20 min a 121ºC. Tripsina 5%; PBS 1X. O pH foi ajustado para 7,8. A solução 
foi armazenada a 4ºC durante a noite para decantação. No dia seguinte, o pH foi 
checado novamente. A solução foi esterilizada por filtração através de filtro 




PBS (1 X) 
NaCl 137 mM; Na2HPO4 7 mM; KCl 2,7 mM; KH2PO4 1,5 mM. A 
esterilização foi realizada em autoclave por 20 min a 120°C. 
Tampão PSG (1 X) 
Na2HPO4 7H2O 95 mM; NaH2PO4.H2O 5 mM; NaCl 72 mM; Glicose 55,5 
mM A esterilização foi feita por filtração através de filtro Millipore 0,22 μm e o 
tampão foi armazenado a 4ºC. 
Tampão TB para células competentes  
Pipes 10 mM; MnCl2 55 mM; CaCl2 15 mM; KCl 250 mM. Dissolução de 
todos os sais, exceto o MnCl2; pH ajustado para 6,7 com KOH. E seguida, adição 
do MnCl2 e esterilização por filtração através de filtro Millipore 0,22 μm; 
armazenamento a 4ºC. 
Tampão de Lise (1X)  
Tris HCl (pH 6,8) 80mM; Sacarose 12%; SDS 2%; ß-Mercaptoetanol 2%; 
azul de bromofenol 0,01%. O tampão foi aliquotado em microtubos de 1,5 mL e 
armazenado a - 20ºC. 
Soluções para extração de DNA plasmidial 
Solução I 
Tris HCl 25 mM pH 8,0; EDTA 10 mM. Esterilização em autoclave por 20 min a 
121ºC. 
Solução II 
NaOH 0,2 M; SDS 1%. 
Solução III 
Acetato de Sódio 3 M; Ácido acético 2 M; pH 4,8-5,0 
Soluções para géis SDS-PAGE 
Gel Separador 13% 
Tris HCl (pH 8,8) 0,375 M; SDS 0,1%; acrilamida/bisacrilamida (39:1 p/p) 
13%; APS 1,0%; TEMED 0,1%.  
Gel Concentrador 4% 
Tris HCl (pH 6,8) 0,125M; SDS 0,1%; acrilamida/bisacrilamida (39:1 p/p) 4%; 
APS 1,0%; TEMED 0,1%. 
Tampão de Corrida Tris-Glicina (5X) 
Tris Base 0,125 M; Glicina 1,25 M; SDS 0,5%. 
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Tampão de Amostra (2X) 
Tris HCl (pH 6,8) 0,16 M; Sacarose 24%; SDS 4%; ß-Mercaptoetanol 4%; azul 
de bromofenol 0,05%. 
Solução Corante Coomassie Blue 
Coomassie Blue R-250 0,25%; Metanol 50%; Ácido acético glacial 10%.  
Solução Descorante/Fixadora 
Metanol 50%; Ácido acético glacial 10% 
Tampão de transferência para Western Blot 
Trizma® base 48 mM; Glicina 39 mM; SDS 0,0375%; Metanol 20% 
 
Soluções para eletroforese em géis de agarose 
Tampão TBE (10X) 
Tris Base 0,89 M; Ácido Bórico 0,89 M; EDTA 0,02 M  
Tampão de amostra (5X) 
TBE 5X; Glicerol 25%; Azul de Bromofenol; 0,01 % Xileno Cianol; 0,01 % 
Brometo de Etídeo 





Reação em cadeia da polimerase 
Para clonagem e análise por PCR em tempo Real, oligonucleotídeos 
específicos foram desenhados e sintetizados para a amplificação do gene da 
subunidade do complexo coesina (gene TcSCC1) e genes das proteínas 
centrinas. Com a utilização desses oligonucleotídeos foram realizados 
experimentos de PCR com DNA genômico de T. cruzi. O tamanho e o número de 








Tabela 2. Oligonucleotídeos com sítio de restrição para clonagem, utilizados para a amplificação 
de genes específicos de T. cruzi. 
 
Obs: sítios de restrição CTCGAG – XhoI; GGATCC – BamHI; GGTACC – KpnI; GGATTC – EcoRI. 
 
Para a amplificação o sistema de PCR foi realizado com o volume final de 30 
μl constituído por 10 ng de DNA, 1,5 mM de MgCl2, 0,1 μM de dNTPs, 10 pmol de 
cada primer e 2 U da enzima Platinum Taq polimerase (Invitrogen). As amostras 
foram amplificadas em um termociclador (BioRad). A temperatura de anelamento 
foi calculada de acordo com as temperaturas correspondente dos 
oligonucleotídeos utilizados para amplificação como descrito na Tabela 2. 
Os parâmetros de amplificação adotados para o gene TcSCC1 e TcCENs 
estão descritos abaixo na Tabela 3 e 4. 
 
Tabela 3. Parâmetros de amplificação adotados para o gene TcSCC1. 
Etapa Temperatura Tempo Ciclos 











Extensão final 72ºC 1 min 1x 
 
Tabela 4. Os parâmetros de amplificação adotados para o gene TcCENs. 
Etapa Temperatura Tempo Ciclos 












Extensão final 72ºC 1 min 1x 
 
Os produtos amplificados do gene TcSCC1 e TcCENs foram analisados 
por eletroforese em gel de agarose a 0,8% e 2%, respectivamente, contendo 
Gene Primers Sequência do oligonucleotídeo (5’-3’) Tam = Tm= 
TcSCC1 PR526 CGGCTCGAGATGTTCTTCTCTACGTATGTCTTG 33 62  
PR472 CGGGGATCCAGATGTGAGCATGAGACCTTC 30 60 
TcCEN1 PR533 CGGCTCGAGATGTCGACAACACGCGCTG 28 60 
PR534 CACGGTACCGTAATCCTCATCCTCTAG 27 60 
TcCEN2 PR553 CGGCTCGAGATGAGTCACACCGCGAAGC 28 60 
PR554 CGGGGATCCGTAYAGCGATGTCTTTTTCATCA 32 60 
TcCEN3 PR557 CACGGTACCATGGGCAACAACGACTTTTTG 30 60 
PR558 CGGGGATCCTTTTTCTTTGTGTGGCAGCAG 30 60 
TcCEN4 PR537 CGGCTCGAGATGGCGGCTCTTACTGACG 28 60 
PR538 CGGGGATCCCTTTCCKCGCATCTGCA 26 60 
TcCEN5 PR561 CGGCTCGAGATGGAGTCAATTAAGGCCAAG 30 60 
PR562 CGGGGATCCATATACATGAGCTCGGCCCAT 30 60 
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brometo de etídeo (0,22 μg/mL), e visualizados em sistema de fotodocumentador 
BioRad Universal Hood II (BioRad). Os tamanhos esperados são: para o gene 
TcSCC1 - 1.700 pb, TcCEN1 – 546 pb, TcCEN2 – 570 pb, TcCEN3 - 501 pb, 
TcCEN4 – 450 pb e TcCEN5 - 561pb como mostrado na Figura 10. 
 
Figura 10. Mapa físico e tamanho esperado dos genes de T. cruzi. 
 
Ligação dos genes no vetor pREGFP 
Todas as reações de ligação foram feitas em um volume final de 10 μl com 
adição de 1 U da enzima T4 DNA Ligase (Promega) e incubadas a 16ºC por 18 h. 
A metade desse sistema foi utilizada para a transformação de células 
competentes de E. coli DH5α. A proporção vetor/inserto foi calculada de acordo 
com a fórmula descrita em Promega Protocols & Applications Guide (1991), tendo 
como base a adição de 50 ng do vetor ao sistema de reação. A relação 
vetor/inserto foi sempre de 1:3. 
Preparo de células competentes de Escherichia coli (Inoue et al., 1990) 
Células DH5α estocadas a -80°C foram descongeladas, estriadas em meio 
de cultura LB ágar e incubadas por 18 h a 37ºC. Após crescimento, foram 
coletadas 6 colônias de 2-3 mm de diâmetro e inoculadas em 100 mL de meio 
SOB sob agitação de 220 rpm, a 30ºC, até atingir 0,6 de OD a 600 nm. Em 
seguida, a cultura foi resfriada em banho de gelo por 10 min e centrifugada a 
2.500 g a 4ºC durante 10 min. O sedimento de células foi ressuspendido em 32 ml 
de TB gelado e incubado no gelo por 10 min. Foi realizada uma nova 
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centrifugação a 2.500 g, por 10 min a 4ºC e o sedimento obtido foi ressuspendido 
em 8 mL de tampão TB. Finalmente, adicionou-se lentamente DMSO, 
homogeneizando e diluindo para uma concentração final de 7%, incubou-se no 
gelo por 10 min, distribuiu-se 200 μL da suspensão de células em tubos de 1,5 
mL, os quais foram resfriados imediatamente em nitrogênio líquido e 
armazenados a – 80ºC. 
Transformação de bactérias por choque térmico 
Tubos contendo 200 μL de células competentes foram descongelados em 
banho e a eles foram adicionados 50-100 ng do plasmídeo desejado. As células 
foram incubadas em gelo por 1 h, depois submetidas ao choque térmico por 30 s 
a 42ºC e rapidamente transferidas para o banho de gelo por 1 a 2 min. Em cada 
tubo foi adicionado 0,8 mL de meio SOC e incubado a 37ºC por 1 h. Após este 
período, as células foram semeadas em placas de LB ágar contendo o antibiótico 
de seleção adequado (no caso a ampicilina) e incubadas a 37ºC por 14-18 h. 
 
Extração de DNA plasmidial de E. coli (Birnboim; Doly, 1979) 
Para extração de DNA plasmidial, clones foram selecionados e inoculados em 
3 mL de meio 2YT contendo o antibiótico de seleção e incubados sob agitação a 
220 rpm a 37ºC por 18 h. Para a extração de DNA plasmidial (minipreparação) 
foram utilizados 2 mL da cultura por meio do método de lise alcalina (BIRNBOIM; 
DOLY,1979; SAMBROOK et. al. 1989) e ao final foram os plasmídeos purificados 
foram ressuspendidos em 40 µl de água milliQ esterilizada. 
Confirmação do perfil de restrição com as enzimas adequadas. 
Para a digestão foram usados 2 µl da minipreparação e enzimas de restrição 
adequadas para cada clonagem. As enzimas utilizadas foram adquiridas das 
empresas Promega e New England Biolabs. O procedimento adotado foi indicado 
pelo fabricante. 
Purificação dos fragmentos de DNA de gel de agarose 
Para a clonagem, tanto os fragmentos quanto os vetores foram digeridos e 
posteriormente fracionados em gel de agarose preparados com tampão TEB 0,5x. 
As bandas de interesse foram excisadas do gel, colocadas em tubos de 1,5 mL e 
o DNA purificado utilizando-se o kit GFX PCR DNA & & Gel Band Purification Kit 
(GE Healthcare), seguindo protocolo do fabricante. 
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Clonagem dos genes TcSCC1 e TcCENs 2, 4, 5 no vetor para T. cruzi 
Para a ligação foram feitas as quantificações do vetor e dos genes eluídos: 
vetor pRTEGFP 12 ng/μl,TcSCC1 5 ng/μl, TcCEN2 10 ng/μl, TcCEN4 6,5 ng/ul, 
TcCEN5 10,8 ng/μl. A proporção vetor/inserto foi calculada de acordo com a 
fórmula descrita em Promega Protocols & Applications Guide (1991), tendo como 
base a adição de 50 ng do vetor ao sistema de reação, TcSCC1 48 ng, TcCEN2 
16 ng, TcCEN4 13 ng e TcCEN5 16 ng. As proporções usadas foram 3 para 1. 
 
Preparo de plasmídeos para transfecção em T. cruzi pelo método SS-LIS 
Para extração de DNA plasmidial, clones foram selecionados e inoculados 
em 200 mL de meio 2YT contendo o antibiótico de seleção ampicilina e incubados 
sob agitação de 220 rpm a 37ºC por 18 h. Para a extração de DNA plasmidial 
(MaxPrep), clones em fase estacionária foram centrifugados a 5.000 g por 10 min. 
O sedimento foi ressuspendido em PBS 1x e transferido para tubos de 
centrifugação de 30 mL. A suspensão foi centrifugada a 5.000 g por 10 min. O 
sedimento foi ressuspendido em 5 mL de solução I sob agitação vigorosa em 
vórtex. Foram adicionados 10 mL de solução II, com agitação suave por inversão 
do tubo incubou à temperatura ambiente por 10 min. Adicionou-se 7,5 mL de 
solução III e misturou suavemente por inversão do tubo, incubou-se no gelo por 
10 min. Centrifugou-se a 12.000 g por 10 min à temperatura ambiente. Transferiu-
se o sobrenadante para um tubo de centrifugação. Adicionou ao sobrenadante 
igual volume de isopropanol deixando-o a temperatura ambiente por 10 min. 
Centrifugou-se a 12.000 g por 10 min a 4°C. Secou-se o sedimento e 
ressuspendeu-se em 3 mL de TE e adicionando RNAse incubando por 30 min a 
37°C. Adicionou-se 0,1 M de NaCl e 1,5 % de SDS e agitou-se vigorosamente por 
alguns segundos no vórtex. Extraiu-se uma vez com fenol equilibrado, uma vez 
com fenol-clorofórmio e uma vez com clorofil. Adicionou-se 0,3 M de NaCl e 
adicionou 2,5 V de etanol 100 % e deixou-se precipitar por 30 min no gelo. Houve 
a coleta do sedimento através de centrifugação a 12.000 g por 15 min a 4°C. O 
sedimento foi lavado uma vez com 10 mL de etanol 70% a -20°C, centrifugando a 
12.000 g por 5 min, seco à temperatura ambiente e ressuspendido em 150 μL de 
água ultra pura. 
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Sequenciamento de DNA plasmidial  
Foi utilizado o sequenciador ABI 3130xl da Applied Biosystems no serviço 
de sequenciamento da Universidade Católica de Brasília. As amostras de DNA 
produto de minipreparação de plasmídeos com qualidade e quantidade suficientes 
para garantir boas sequências ressuspensos em água Milli-Q. As amostras foram 
purificadas (kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System, Promega) e 
quantificadas (Nanodrop Lite Spectrophotometer Thermo Scientific) antes da 
reação de sequenciamento. Primers específicos foram enviados já misturados às 
amostras em uma quantidade final de 3,2 pmol por reação, observando o volume 
máximo de primer + DNA igual a 7,0 µL. A reação de sequenciamento foi feita 
usando somente um dos primers (F ou R) por vez. A temperatura de anelamento 
usada para a reação de sequenciamento foi 60ºC. 
Transfecção de formas epimastigotas de T. cruzi 
Epimastigotas na fase exponencial de crescimento foram lavadas 2 vezes 
com tampão PBS 1X e em seguida ressuspendidas para uma concentração final 
de 108 células/mL em tampão de eletroporação (TpET) (120 mM KCl, 0,15 mM 
CaCl2, 10 mM K2HPO4, 25 mM Hepes, 2mM EDTA pH 7,6 e 5 mM MgCl2) a 4ºC. 
Alíquotas de 0,4 mL desta suspensão de células foram misturadas a 50 μg de 
cada plasmídeo e colocados em cubetas de eletroporação por 10 min em gelo. Os 
plasmídeos a serem utilizados foram os vetores de expressão pRTEGFPTcSCC1 
e pRTGFPTcCENs, que apresentam os genes da TcSCC1 e das centrinas 
fusionados com a proteína verde fluorescente (EGFP), respectivamente. Os 
parasitos foram eletroporados utilizando 0,3 kV e capacitância de 500 μF, 
aplicando 2 pulsos, com intervalos de 30 segundos entre eles. Após a 
eletroporação, o meio contido nas cuvetas foi transferido para garrafas de cultura 
estéreis contendo 5 mL de meio LIT suplementado com 10% SFB (soro fetal 
bovino) e incubado a 28 ºC. 
 
Western Blotting 
Extrato total de T. cruzi das formas epimastigotas foi obtido após a lavagem 
da células três vezes com PBS 1X e ressuspensão final direta em tampão de 
amostra de SDS-PAGE. As proteínas foram submetidas a elefroforese SDS-
PAGE e transferidas para membranas de nitrocelulose (GE Healthcare Life 
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Sciences). A membrana foi bloqueada por 1 h em PBST (PBS + 0,05% Tween 20) 
contendo 5% de leite desnatado. A membrana foi então incubada por 1h com o 
anticorpo policlonal anti-GFP produzido em coelho (Life Technologies). Em 
seguida a membrana foi incubada com o segundo anticorpo, IgG de coelho 
conjugados com peroxidase (Invitrogen). O western blot foi revelado com a reação 
de detecção ECL da Western (GE Healthcare). 
 
Microscopia Confocal 
Lâminas com parasitos expressando TcSCC1 fusionada a EGFP ou 
Centrinas 2, 4 e 5 fusionadas a EGFP foram utilizadas para captação de imagens 
em microscópio confocal (Leica TCS SP5 Confocal Laser Scanning Microscope) e 
microscópio de fluorescência (Eclipse-Ti-E Microscope). Para isto as amostras 
foram lavadas 5 vezes em PBS e fixadas com paraformaldeído 4%. Em seguida, 
as células foram lavadas três vezes e adicionado em uma lâminas de vidro 10 µL 
de células a uma concentração de 107 células/mL. 
Preparo da resina 
A resina de troca iônica DE-52 celulose (Whatman) foi hidratada em água 
destilada até a sua uniformização e esterilizada em autoclave por 20 min a 120°C. 
Após a esterilização, a resina foi adicionada a uma seringa e empacotada em 
uma seringa de plástico de 10 mL e em seguida equilibrada com tampão PSG 1X 
(item 4.5.4). Para a purificação das formas tripomastigotas metacíclicas foi 
utilizada uma proporção de 7,5 mL de resina para 50 mL de cultura de T. cruzi 
com aproximadamente 6 x 107 células/mL. 
Purificação das culturas de tripomastigotas metacíclicos em coluna de 
troca iônica para extração de mRNA total das formas tripomastigota 
As culturas da cepa Y de T. cruzi contendo aproximadamente 30 a 60% de 
tripomastigotas foram centrifugadas a 6.000 g (Rotor R14A 29, Hitachi) por 10 min 
e ressuspendidas em tampão PSG 1X (item 1.5.1) (LANHAM, 1968; LANHAM; 
GODFREY, 1970; SOUZA, 1983). A suspensão de células foi aplicada em uma 
coluna de DE-52 celulose de troca iônica (Whatman), preparada como descrito no 
item 4.5.4 e previamente equilibrada no mesmo tampão. As células foram 
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concentradas por centrifugação em microcentrífuga a 3000 rpm por 2 min w em 
seguida foram ressuspendidas e lavadas 2 vezes em PBS 1x. 
 
Extrações de RNA total de T. cruzi e RT-qPCR 
O RNA total das células foi extraído com TRIzol® (Invitrogen) segundo as 
especificações do fabricante. Para cada mL de TRIzol® (volume para extração de 
RNA de 1,0 x 107 células) adiciona-se 200 µL de clorofórmio à amostra 
homogeneizando-a vigorosamente. Após 3 min de incubação à temperatura 
ambiente, a amostra foi centrifugada (12.000 g/15 min/4°C) e a fase aquosa 
resultante foi transferida para um tubo novo. Adiciona-se 500 µL de isopropanol e 
após 10 min de incubação à temperatura ambiente a amostra foi novamente 
centrifugada (12.000 g/10 min/ 4°C). O sobrenadante foi descartado e o 
sedimento foi lavado em etanol 75% gelado (7.500 g/5 min/4°C). Em seguida, o 
sedimento foi deixado secando por 15 min a temperatura ambiente e o mesmo 
então foi ressuspendido em 100 µL de água ultrapura livre de nucleases. A 
concentração e a qualidade dos RNAs isolados foram determinadas por 
espectrofotometria (NanoDrop – Thermo Scientific) a uma absorbância a 280 nm 
e por eletroforese em gel de agarose a 1,2%. Os RNAs foram armazenados a -
80°C até o uso. 
A síntese dos cDNAs utilizados nas análises por RT-qPCR foi feita a partir 
de 2 µg de RNA total previamente tratados com a enzima RQ1 DNase (Promega), 
segundo as recomendações do fabricante. Após o tratamento com DNAse, os 
RNAs (2 µg) foram retrotranscritos usando o kit High Capacity Reverse 
Transcription (Life Technologies) em um volume final de 20 µL de acordo com o 
protocolo do fabricante. 
Os sistemas de RT-qPCR (volume final de 10 µL) foram compostos por 1X 
Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), 0,25 µM de cada um dos 
oligonucleotídeos iniciadores e 4 µL de cDNA previamente diluído 1:10 em água 
ultrapura (Ambion). As reações de PCR foram realizadas no termociclador 
StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems), os dados analisados 
no programa SDS 2.3 (Applied Biosystems) e os gráficos plotados no programa 
Excel 2010 (Microsoft). Para todos os pares de primers foram feitas curvas de 
eficiência por meio de diluições seriadas do cDNA e todos atingiram valores entre 
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95-105% de eficiência. Além disso, foi avaliada a especificidade do amplicon 
gerado nas reações de PCR por curvas de desnaturação. As amostras foram 
aplicadas em triplicata técnica e três experimentos foram conduzidos 
independentemente. Como normalizador experimental foram utilizadas as médias 
geométricas referentes às expressões do gene GAPDH e do gene ribossomal α 
24S. Oligonucleotídeos utilizados para a amplificação de genes específicos de T. 
cruzi e para a avaliação da expressão de mRNA por PCR em tempo real (Tabela 
5). 
 
Tabela 5. Primers utilizados para PCR em tempo Real. 
Gene Primers Sequência do oligonucleotídeo(5’-3’) pb= Tm= 
TcSCC1 PR404 TCTGTGGGCTTTTGTGGATGC 21 64  
PR405 CAGAGGCCTCAGCTTGTTCA 20 62 
TcCEN1 PR535 AATTCGTGAGGCGTTTGAGCT 21 60 
PR536 CTGCATCATCCGTAGCACCT 20 60 
TcCEN2 PR555 GAGATGCTGAGGGCGTTTC 19 60 
PR556 GCGTCTGTCATGTTCTCGC 19 60 
TcCEN3 PR559 ATTACCCTTGAAGACCTGAAG 21 60 
PR560 CATGGTCGAGAACGTCAGC 19 60 
TcCEN4 PR539 GGAGCGTATGATCCGCACAA 20 60 
PR540 AGTATCTCCTCCGGTGAGTG 20 60 
TcCEN5 PR563 CTTGCGAAGATGATGCAGCG 20 60 






4. Estratégia Experimental 
 
 






Figura 12. Estratégia experimental para a análise de citolocalização das proteínas TcSCC1, 






Figura 13. Estratégia experimental para a análise de expressão no nível de mRNA dos genes 




5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1 Amplificação por PCR dos genes (TcSCC1, TcCen1, TcCen2, TcCen3, 
TcCen4 e TcCen5) do DNA genômico de T. cruzi 
Para a análise de citolocalização dos genes (TcSCC1, TcCen1, TcCen2, 
TcCen3, TcCen4 e TcCen5) foram desenhados oligonucleotídeos utilizados na 
amplificação desses genes, com base na sequência da ORFs (open reading 
frame) e tiveram sítios de restrição para as enzimas BamHl/XhoI para os genes 
(TcSCC1, TcCen2, TcCen4 e TcCen5), Xhol/Kpnl (TcCen1) e BamHl/Kpnl 
(TcCen3) incorporados preservando seus códons originais de iniciação e 
terminação. Estes sítios de restrição nos primers foram inseridos de forma a 
permitir a subclonagem dos genes no vetor pRTEGFP construído para T. cruzi.  A 
temperatura de anelamento que depende do tamanho e composição de bases de 
cada par de primers (5’ e 3’) mostrados na Tabela 4, foi calculada teoricamente 
para garantirmos que estes apresentassem temperaturas de anelamento 
próximas. Se a temperatura de anelamento for muito baixa, os primers podem 
anelar em alvos similares e amplificar produtos não específicos. Se temperatura 
anelamento for alto demais, a probabilidade do anelamento diminui e a 
quantidade de produto também. O desenho dos primers foi feito evitando a 
complementaridade de bases, pois isso pode formar dímeros de primers, e 
estruturas secundárias como grampos. A amplificação de genes específicos do 
DNA genômico da cepa CL Brener de T. cruzi das formas epimastigotas foi 
devidamente analisada e quantificada em gel de agarose. A Figura ilustra o 
resultado desta amplificação a qual gerou os produtos com pares de bases 
correspondentes ao tamanho teórico dos genes em estudo e resultou em 




Figura 14. Análise do PCR a partir do DNA genômico de T. cruzi. Eletroforese em gel de 
agarose 1% corado com brometo de etídio. Poço 1: marcador molecular 1 kb plus ladder, poço 2: 
TcSCC1 com amplicon de 1.700 pb, poço 3: controle negativo, poço 4 com TcCen1 com amplicon 
de 546 pb, poço 5: controle negativo, poço 6: TcCen2 com amplicon de 570 pb, poço 7: controle 
negativo, poço 8: TcCen3: com amplicon de 501 pb, poço 9: controle negativo, poço 10: TcCen4 
com amplicon de 450 pb, poço 11: controle negativo, poço 12: TcCen5 com amplicon de 561 pb e 
poço 12: controle negativo. 
A concentração obtida para estes produtos variou de 0,5 a 1 μg/μl. O vetor 
usado para a ligação dos produtos de PCR foi o pGEM-T Easy (Figura 15). Este 
vetor é muito conveniente para ligar os produtos de PCR, pois a Taq DNA 
polimerase deixa nos produtos uma base A que faz anelamento com a base T no 
vetor pGEM-T Easy. Esse vetor tem outras vantagens, como a de facilitar a 
seleção dos clones positivos, tendo 3.018 pb e contendo duas marcas de seleção 
ao longo de sua sequência: um gene que confere resistência ao antibiótico 
ampicilina e outro gene que codifica para a proteína β-galactosidase localizado 
após a região de sítios múltiplos de clonagem. O X-gal é um análogo de lactose e, 
portanto, pode ser hidrolisado pela enzima β-galactosidase, que cliva a ligação 
glicosídica em β-D-lactose. O X-gal, quando clivado pela β-galactosidase, produz 
um produto intensamente azul. Portanto, esse é um teste eficiente para saber se 




Figura 15. Vetor pGEM-T Easy e cultura de E. coli transformada. Clones azuis mostra que 
houve apenas o fechamento do vetor. Clones brancos mostra que houve a inserção do gene no 
vetor. 
 
5.2 Análise de Restrição  
  
O pGEM-T Easy possui dois sítios de restrição para a enzima EcoRl 
flanqueando o sítio de ligação da inserção. Os DNAs plasmidiais dos clones 
positivos, extraídos através dos métodos de lise alcalina (BIMBOIN; DOLY,1979; 
SAMBROOK et. al. 1989), foram considerados utilizados para as análises de 
restrição. Durante os experimentos de análise de restrição foi observado que a 
construção pGEM-T EasyTcSCC1 estava liberando dois fragmentos, um com 844 
pb e outro com 846 pb (Figura 16). A fim de descobrir qual enzima tem sítio 
interno no gene TcSCC1, foi feita primeiramente uma análise in silico mostrado 
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em vermelho na sequência gênica da Figura 16 e dupla digestão com EcoRI e 
BamHl confirmando o sítio BamHl mostrado no gel da Figura 16C.  
 
Figura 16. Análise do sítio de restrição EcoRI interno no gene TcSCC1. A- Esquema 
mostrando que o gene contém um sítio de restrição interno. B- Esquema confirmando que o sítio 
interno no gene é para enzima de restrição BamHl. C- Análise da sequência do gene para 
confirmar o sítio de restrição BamHl, em vermelho. D- perfil da digestão dupla do produto de PCR 
com as enzimas EcoRl/BamHl é mostrado no gel de agarose a 0,8% liberando fragmento do 
tamanho mostrado em A e B. 
 
A análise de restrição empregando as enzimas BamHl/XhoI (Figura 17A e 
17C) realizada a fim de confirmar a presença do inserto nos clones selecionados 
e dos sítios de restrição adicionados nos oligonucleotídeos. Para mostrar o perfil 
de restrição para os genes TcCEN1 e TcCEN3, foram feitas digestões simples 
com a enzima EcoRl, BamHl, Kpnl, Xhol e digestões duplas com as enzimas de 





Figura 17. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio para conferir 
o perfil de restrição dos fragmentos amplificados e clonados no pGEM-T Easy. A-Digestão 
dos clones TcCEN4, TcCEN2 e TcCEN5 com BX= BamHI/Xhol, I= intacto B- M=100pb marcador 
molecular, I = vetor intacto, E=EcoRl, K=Kpnl, X=Xhol. K=Kpnl e BamHl. C- digestão com as 
enzimas de clonagem, M= marcador molecular 100 bp, X/B=XhoI/BamHI liberando fragmento de 
acordo com o esperado teórico. 
 
5.3 Subclonagem dos genes TcCEN2, TcCEN4, TcCEN5 e TcSCC1 no vetor 
pRTEGFP 
A fim de clonar os genes no vetor de expressão em T. cruzi e sublocalizar 
as proteínas, foram feitas digestões com as enzimas de restrição especificas para 
cada gene. Em seguida, os fragmentos contendo os genes de interesse foram 
eluídos a partir de um gel de agarose e como mostrado na Figura 18 
corresponderam ao tamanho esperado com uma concentração suficiente para 
prosseguir com subclonagem no vetor pRTEGFP. A Figura 18A mostra o tamanho 
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esperado para o gene TcCEN4 de 450 pb. O vetor pRTEGFP (Figura 19) intacto e 
digerido com BamHl/Xhol está mostrado na Figura 18B com o tamanho esperado 
de 5.238 bp. Os genes TcSCC1 e TcCEN2 mostrado na Figura 18C apresentaram 
o padrão de tamanho esperado 1.700 bp e 570 bp, respectivamente. Os genes 
TcCEN1 e TcCEN3 mostrados na Figura 18D também apresentaram o tamanho 
esperado de 570 bp e 501 bp, respectivamente, assim como o gene TcCEN5 na 
Figura 18E com tamanho de 561 bp. 
 
Figura 18. Análise dos fragmentos eluídos contendo os genes TcCENS e TcSCC1 e o vetor 
pRTEGFP. A- gel de agarose em uma concentração de 2 % para analisar 12 ng do gene TcCEN4 
B- gel de agarose a uma concentração de 0,8% para conferir 24 ng de pRTEGFP intacto e 
digerido. C- gel de agarose a uma concentração de 0,8% para analisar 10 ng do gene 
TcSCC1/2/a, 24 ng do gene TcCEN2. D- gel de agarose a uma concentração de 2% para analisar 
20 ng do gene TcCEN1 e 30 ng do gene TcCEN3. E- gel de agarose a uma concentração de 2% 








Figura 19. Mapa físico do vetor pRTEGFP. As setas indicam a direção de expressão dos genes, 
os sítios múltiplos de clonagem no N-terminal da EGFP, e mostra a localização do gene que 
confere resistência ampicilina. E a região da rRNA promoter. 
 
5.4 Perfil de restrição dos genes inseridos no vetor pRTEGFP 
 
Os fragmentos de DNA que codificam para as proteínas TcSCC1, TcCEN2, 
TcCEN4 e TcCEN5 foram subclonados no vetor pRTEGFP (Figura 18). Estas 
novas construções denominadas pRTEGFPTcSCC1, pRTEGFPTcCEN2, 
pRTEGFPTcCEN4 e pRTEGFPTcCEN5 foram obtidas para expressar as 
proteínas de interesse fusionadas com a EGFP em T. cruzi. Os plasmídeos 
recombinantes recém-construídos foram selecionados por análise de PCR (dados 
não mostrados) e perfil de digestão plasmidial com enzimas de restrição, já que o 
vetor pRTEGFP não apresenta genes que as tornem com coloração diferenciada. 
A Figura 20 ilustra perfil de restrição dos plasmídeos. Observa-se pela análise de 
restrição do gene TcCEN4 mostrada na Figura 20A, que o mesmo foi liberado 
pela digestão dupla com as enzimas BamHl e Xhol. O vetor pRTEGFP possui em 
sua sequência sítio para EcoRl na região 3' UTR após o gene de EGFP. Somando 
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os fragmentos da construção pRTEGFPTcCEN4 (450 pb do gene TcCen4 + 720 
pb do gene EGFP + 655 pb da região 3’UTR = 1.825 pb), a dupla digestão EcoRl 
e Xhol  libera um fragmento de 1.825 pb (Figura 20A). Somando os fragmentos da 
construção pRTEGFPTcCEN5 (561 pb do gene TcCEN5 + 720 pb do gene EGFP 
+ 655 pb 3’UTR = 1.932 pb) a dupla digestão EcoRl e Xhol libera um fragmento 
de 1.932 pb (Figura 20A). Entretanto, para o gene TcCEN5 ouve a perda dos 
sítios de restrição para BamHl (Figura 20A, último poço). A Figura 21 mostra o 
perfil de plasmídeo dos clones selecionados após a obtenção dos mesmos por 
uma preparação em larga escala de cultura celular (maxipreparação de 
plasmídeos). Esses plasmídeos foram analisados em gel de agarose e depois 
quantificados para os experimentos de transfecção. 
 
Figura 20. Perfil de restrição dos fragmentos gênicos clonados no vetor pRTEGFP. A- 
Marcador molecular 100 base pair ladder, Pharmacia, digestão dos clones TcCEN4 e TcCEN5 
com BX= BamHI/Xhol e XE= Xhol/EcoRl. B-Marcador molecular 100 base pair ladder, Pharmacia, I 
= vetor intacto, vetor digerido com BX= BamHI/Xhol. C- Digestão da construção pRTEGFPTcSCC1 




Figura 21. Análise da maxipreparação de plasmídeos obtida pelo Protocolo SS-LIS. Gel de 
agarose a uma concentração de 0,8% dos perfis dos plasmídeos recombinantes. pRTEGFP vazio 
com 5.238 pb. pRTEGFPTcCEN4 com 5.688 pb, pRTEGFPTcCEN5 com 5.799 pb e 
pRTEGFPTcCEN2 com 5.808 bp e pRTEGFPTcSCC1 com 6.938 pb. 
 
5.5 Sequenciamento dos genes inseridos (pRTEGFPTcSCC1, 
pRTEGFPTcCEN2, pRTEGFPTcCEN4 e pRTEGFPTcCEN5) e análises de 
bioinformática 
Desde a década de 70, o método descrito por Sanger é o mais utilizado 
para análise de sequências de DNA sendo conhecido também como método da 
terminação da cadeia. Atualmente, com o desenvolvimento das técnicas de 
sequenciamento automático, um aparelho de sequenciamento é capaz de 
sequenciar meio milhão de pares de bases por dia (LEWIN, 1997; STRYER, 
1988). O sequenciamento de DNA é um método de análise dos clones positivos 
que se faz necessário para se obter a sequência completa, ou pelo menos, uma 
porção do gene alvo. Sua estratégia envolve a PCR consistindo na capacidade da 
DNA polimerase em adicionar um nucleotídeo na extremidade de alongamento de 
um oligonucleotídeo copiando uma fita de DNA molde. Os DNAs plasmidiais dos 4 
prováveis clones positivos (pRTEGFPTcSCC1, pRTEGFPTcCEN2, 
pRTEGFPTcCEN4 e pRTEGFPTcCEN5), extraídos através dos métodos de lise 
alcalina e pelo kit Wizard Miniprep® (Promega), foram inicialmente considerados 
de boa qualidade e adequados para as análises de sequenciamento. 
As sequências nucleotídicas resultantes do sequenciamento foram 
submetidas a um processo de busca por similaridade no banco de dados, através 
de servidores de busca disponíveis na rede. O principal programa utilizado foi o 
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software público nBLAST onde os resultados mostraram similaridade de 
sequência com genes depositados no banco de dados. A Tabela 6 mostra o valor 
de identidade e cobertura (query cover) do sequenciamento de cada gene em 
relação ao primeiro hit da cepa CL Brener. Esse sequenciamento acaba 
confirmando a presença da região alvo desejada. De modo geral os clones 
sequenciados apresentaram pequenas variações entre si, que podem ser 
atribuídos a erros de leitura ou mesmo a erros gerados durante a marcação para 
o sequenciamento. No entanto, os plasmídeos pRTEGFPTcSCC1, 
pRTEGFPTcCEN2, pRTEGFPTcCEN4 e pRTEGFPTcCEN5 sequenciados 
apresentaram os genes de interesse inseridos na orientação e com fase de leitura 
corretas dentro do vetor pRTEGFP garantindo assim a integridade destes clones 
e a leitura eficiente de todas as bases dos fragmentos na etapa de expressão 
proteica. O sequenciador usado é limitado a sequenciar entre 600 a 800 pb. Para 
o sequenciamento do gene TcSCC1 que é formado por 1.700 pb, foram usados 
os primers 5’ e 3’ (Figura 22 e 23), para testar o grau de identidade.  
 
Tabela 6. Valor de Identidade e cobertura (query cover) do sequenciamento de cada gene 
em relação ao primeiro hit da cepa CL Brener a partir do nBLAST. 











pRTEGFPTcCEN2 99 72 CL Brener TcCEN2 
pRTEGFPTcCEN4 99 55 CL Brener TcCEN4 









Figura 22. Sequência obtida do plasmídeo pRTEGFPTcSCC1 com o primer 5’ PR526. As 
bases Query correspondem a ORF que codifica para proteína TcSCC1 clonada no vetor. As bases 




Figura 23. Sequência obtida do plasmídeo pRTEGFPTcSCC1 com o primer 3’ PR472. As 
bases Query correspondem a ORF que codifica para a proteína TcSCC1 clonada no vetor. As 
bases subject são correspondentes às sequências dos genes presentes nos bancos de dados. 
 
 Para o sequenciamento dos genes TcCEN2, TcCEN4 e TcCEN5 
formados por 570 pb, 450 pb e 561 pb, respectivamente, foi usado o primer que 
anela dentro da sequência do gene EGFP, primer PR357. As Figuras 24, 25 e 26 
mostram o nBLAST das construções contra genoma de Trypanosoma cruzi cepa 
CL Brener (taxid:353153). Na Tabela 6 mostra os valores de identidade e 
cobertura (query cover) do sequenciamento de cada gene em relação ao primeiro 




Figura 24. Sequência obtida do plasmídeo pRTEGFPTcCEN2 com o primers 3’ PR357. As 
bases Query correspondem a ORF que codifica para a proteína TcCEN2 clonada no vetor. As 
bases subject são correspondentes às sequências dos genes presentes nos bancos de dados. 
 
Figura 25. Sequência obtida do plasmídeo pRTEGFPTcCen4 com o primers 3’ PR357. As 
bases Query correspondem a ORF que codifica para a proteína TcCEN4 clonada no vetor. As 







Figura 26. Sequência obtida do plasmídeo pRTEGFPTcCen5 com o primers 3’ PR357. As 
bases Query correspondem a ORF que codifica para a proteína TcCEN5 clonada no vetor. As 
bases subject são correspondentes às sequências dos genes presentes nos bancos de dados.  
 
5.6 Western blot 
 
Western blot é uma técnica para analisar a expressão e verificar os níveis 
de proteínas e no entanto muitas vezes não é bem otimizada e depende muito do 
anticorpo usado e de sua validação. Deste modo, para verificar a expressão da 
EGFP com e sem fusão foi usado um anticorpo anti-EGFP fornecido pela 
empresa Invitrogen. Na figura 27 podemos verificar que houve um 
reconhecimento deste anticorpo por proteínas de tripanossomatídeos. Na Figura 
27A com uma diluição do anticorpo 1/2.000 nota-se o reconhecimento 
inespecífico do anticorpo anti-GFP por proteínas do extrato total de Phytomonas 
serpens (poço1 e no poço 2) e não apresentou outras bandas detectadas nas 
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outras amostras. Na Figura 27B, a mesma membrana foi submetida a outras 
lavagens e incubada com uma nova diluição do anticorpo primário 1/1000 como 
determina o fabricante. Foi notado um grande reconhecimento de bandas 
inespecíficas tanto para o tripanossomatídeo P. serpens e T. cruzi não 
transformado, sendo assim não foi possível saber se a proteína EGFP está sendo 
traduzida  
 
Figura 27. Western blotting para analisar a expressão de proteínas de T. cruzi fusionada 
com EGFP nos experimentos de transfecção transiente. A- Diluição 1/2000, nessa diluição o 
anti-GFP reconhece com maior afinidade duas bandas de Phytomonas serpens um protozoário da 
família tripanossomatídeos que infecta tomate. B- Em uma diluição 1/1000. O anticorpo primário 





5.7 Microscopia de fluorescência 
 
Para a análise de expressão das proteínas fusionadas a EGFP, parasitos 
no estágio epimastigotas foram transfectados com os plasmídeos 
pRTEGFPTcSCC1, pRTEGFPTcCEN2, pRTEGFPTcCEN4 e pRTEGFPTcCEN5. 
A GFP e seus derivados têm definido o uso da microscopia de fluorescência em 
pesquisas nas áreas biológicas (YUSTE, 2005). A maior vantagem da GFP é que 
ela pode ser transmitida de uma geração para outra, dependendo da forma como 
ela é introduzida na célula, transiente ou estável, permitindo o estudo continuado 
de sua expressão. A visualização da GFP não é invasiva, requerendo apenas 
iluminação com luz azul. A EGFP sozinha (Figura 28) não causa interferência nos 
processos biológicos, mas quando fusionada com proteínas de interesse, um 
estudo cuidadoso do efeito que essa fusão pode gerar é necessário para que não 
haja perda da função principal da proteína de interesse (CHALFIE, 2009).  
O vetor pRTEGFP é baseado na biologia dos tripanossomatídeos por isso 
foi utilizado neste trabalho, o vetor em questão possui uma região promotora 
(rRNA) de T. cruzi na qual a RNA polimerase de T. cruzi realiza o acoplamento e 
a síntese o mRNA e outra região para a ligação do SL (Spliced Leader). As 
pequenas moléculas de RNA denominadas SL estão presentes no 
processamento de mRNA de tripanossomatídeos é um mecanismo pós 
transcricional adicionados as moléculas de mRNA para evitar a degradação (LEE 
et al., 2007). Esse vetor é constituído por 5.238 pb, tem sido amplamente 
empregado na clonagem de genes cujas proteínas correspondentes estarão 
fusionadas a EGFP e tem demonstrado sucesso nessa função (TEIXEIRA el al., 
1995). 
 
Figura 28. T. cruzi na forma epimastigotas transfectado com o vetor pREGFP. A- controle 
negativo da transfecção. B- T. cruzi na forma epimastigotas transfectado com o vetor, se dividindo 
e expressando a EGFP. 
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Neste trabalho então foi realizado a expressão transiente e sublocalização 
em T. cruzi da subunidade do complexo TcSCC1 e das centrinas 2, 4 e 5 a 
fusionados a EGFP (Figuras 29 a 32).  
Nas análises de microscopia, para todas as fusões estudadas obtivemos 
uma intensidade de fluorescência predominantemente nuclear mas não 
especificamente. Deste modo, sugerimos que citolocalização específica vai ser 
otimizada com experimentos de sincronização celular. Algumas células das cepas 
pRTEGFPTcCEN2 e pRTEGFPTcCEN4 apresentam emissão de fluorescência 
visualmente maior que outras (Figuras 30C e 32C). Essa diferença na intensidade 
pode ser explicada pela localização das células em diferentes planos do campo 
de observação, ou pela diferença nos níveis de expressão das construções. A 
expressão da construção pRTEGFPTcSCC1 foi confirmada pela visualização de 
fluorescência na Figura 29D. A Figura 29B mostra a sobreposição das duas 
imagens de contraste de fase e emissão da EGFP. 
 
Figura 29. Imagens de microscópio confocal de fluorescência do T. cruzi para a análise de 
citolocalização da proteína TcSCC1 fusionada a EGFP. A- célula eletroporada com PBS 1x 
controle negativo. B- Sobreposição da EGFP com o contraste de fase. C- Contraste de fase D- 









Figura 30. Imagens de microscopia de florescência do T. cruzi para a análise de 
citolocalização da proteína TcCEN2 fusionada a EGFP. A- células eletroporada com PBS 1x 






Figura 31. Imagens de microscopia de florescência do T. cruzi para a análise de 
citolocalização da proteína TcCEN5 fusionada a EGFP. A- células eletroporada com PBS 1x 






Figura 32. Imagens de microscopia de florescência do T. cruzi para a análise de 
citolocalização da proteína TcCEN4 fusionada a EGFP. A- células eletroporada com PBS 1x 
controle negativo B- imagens de contraste de fase. C- EGFP sendo excitada na faixa da 
ultravioleta.  
 
Nos resultados obtidos neste trabalho, foi possível observar que o vetor 
pREGFP está expressando a proteína EGFP (Figura 28B) e também quando 
fusionadas com outros genes (Figuras 29D, 30C, 31C e 32C). Por microscopia 
confocal de fluorescência (HE et al.,2005), visualizou a TbCEN2 em Trypanosoma 
brucei fazendo parte da bolsa flagelar e segregação do complexo de Golgi 
durante o processo de divisão célular. Em Trypanosoma brucei, outro estudo 
baseado em transfecção de genes fusionados a EGFP demonstrou que a 
subunidade do complexo coesina, a proteína TbSCC1 possui maior taxa de 





5.8 Análise dos níveis de mRNA dos genes TcSCC1 e TcCEN1 a 5 por RT-
PCR em tempo real 
Para analisar os níveis de expressão dos mRNA dos genes TcSCC1 e 
TcCen1 a 5 das formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas, nós 
realizamos um RT-PCR em tempo real (qRT-PCR) usando oligonucleotídeos 
específico mostrados na Tabela 5. Os níveis de expressão de um gene dentro de 
uma célula podem ser alterados por diversas condições, como a fase do ciclo 
celular ou a exposição a diferentes ambientes (estímulos). A análise da expressão 
de genes requer medidas precisas e reprodutíveis de sequências específicas de 
mRNA. O método mais comum de quantificação de mRNA é a amplificação de 
moléculas individuais de RNA, pela combinação de transcrição reversa e pela 
reação da cadeia de polimerase em tempo real (SCHMITTGEN et al., 2000). 
Mesmo assim, é necessário haver seleção de uma estratégia apropriada de 
normalização para excluir possíveis erros experimentais, fornecendo, desse 
modo, dados mais confiáveis. A maioria dos experimentos de expressão gênica 
requer isolamento e processamento do ácido ribonucleico (RNA), e a quantidade 
final de RNA pode variar entre as amostras. Eficiência de síntese do ácido 
desoxirribonucleico complementar (cDNA) e diferenças na atividade geral de 
transcrição das células analisados (ANDERSEN et al., 2004). 
A abordagem usada mais frequentemente para normalização em estudos 
de expressão gênica é o emprego de um controle interno ou gene de referência 
endógeno. Os genes endógenos codificam proteínas que oferecem funções 
básicas, essenciais, das quais todas as células necessitam para sobreviver. Eles 
devem ter níveis de expressão estáveis em diferentes tipos de células, por todos 
os estágios de desenvolvimento, e mesmo em várias condições. Entretanto, 
vários estudos mostraram que os níveis de transcrição de genes endógenos 
usados podem variar de forma considerável dependendo das condições que as 
células foram submetidas (COOK et al., 2010). 
Nossos resultados de PCR quantitativo (Figura 33) mostrou que todos os 
genes são expressos na forma de mRNA presentes nas três formas do parasita: 
epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas. As centrinas 2 e 5 apresentaram a 
maior expressão relativa nas três formas enquanto que as centrinas 1 e 3 
apresentaram expressão equivalente à GAPDH em amastigotas e epimastigotas, 
mas em tripomastigotas uma expressão maior. A centrina 4 apresentou uma 
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expressão relativa muito menor que a GAPDH e às outras centrinas nas três 
formas do parasita.  
Os níveis de mRNA para o gene TcCEN2 foram maiores em relação ao 
endógeno GAPDH para todas as formas de vida do T. cruzi. Esse fato pode ser 
explicado pelo fato dessas proteínas exercerem muitas funções intracelulares, 
reparo de DNA, exportação de mRNA, associada com proteínas do poro nuclear, 
e associada a bolsa flagelar  como descrito por diversos autores (ARAKI et al, 
2001;. WOLFRUM et ai, 2002;. FISCHER et al., 2004). 
Em T. brucei a centrina 3 foi descrita envolvida na segregação de 
organelas e citocinese agindo como parceiras da centrina 1. Além disso, mantém 
a estabilidade de uma dineína situada nos flagelos dando motilidade celular 





Figura 33. Análise dos níveis de mRNA em três formas de T. cruzi de possíveis genes 
envolvidos na divisão celular de T. cruzi. C1, C2, C3, C4 e C5 são respectivamente, TcCEN1, 







Os genes para a subunidade TcSCC1 e das proteínas centrinas foram 
clonados e confirmados por sequenciamento. Verificamos que todos os genes são 
expressos na forma de mRNA presentes nas três formas do parasita: 
epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas. As centrinas 2 e 5 apresentaram a 
maior expressão relativa nas três formas enquanto que as centrinas 1 e 3 
apresentaram expressão equivalente à GAPDH em amastigotas e epimastigotas, 
mas em tripomastigotas uma expressão maior. A centrina 4 apresentou uma 
expressão relativa muito menor que a GAPDH e às outras centrinas nas três 
formas do parasita. As centrinas 2, 4 e 5, assim como a subunidade TcSCC1 da 
coesina fusionadas com EGFP apresentaram uma tendência a localização 








Para prosseguir com o estudo sobre a divisão celular de T. cruzi a partir dos 
resultados obtidos neste trabalho, propomos as seguintes etapas: 
- Análise da citolocalização das proteínas fusionadas com EGFP em 
transfecção transiente em um microscópio de fluorescência com maior 
resolução. 
- Transfecção estável com as construções fusionadas e análise da 
citolocalização em cultura sincronizada com hidroxiureia para avaliação 
durante o ciclo celular. 
- Comparação da expressão e citolocalização nas diferentes formas de T. 
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